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論文内容要旨
序章
 木部の主要な構成要素である管状要素は,invivoにおいて原形成層や維管束形成層の細胞か
 ら分化する。invitroでは,様々な種類の細胞から管状要素への分化を誘導することができる。
 このinv1troの管状要素分化は植物ホルモンなどにより比較的容易に誘導でき,.しかも,二次細
 胞壁の局所的肥厚・リグニン沈着・細胞内容物の消失といった形態的変化に伴うマーカーが存
 在するなどの理由から,高等植物における細胞分化の優れたモデルと考えられてきた。これまで
 に,外植片・カルス・懸濁細胞など様々な植物材料を用いた実験系が報告されてきたが,その中
 でも,福田と駒嶺(1980)によって開発されたヒャクニチソウ(Zε肌`αθZθ8απs)の単離葉肉細
 胞からの管状要素分化誘導系は,オーキシンとサイトカイニンにより,細胞分裂の過程を経ずに
 単細胞のままで,また,高頻度かっ同調的に管状要素分化を誘導できることから,管状要素分化
 機構の解析に非常に適していると考えられている。この系を用いて様々な解析がなされ,その結
 果,管状要素分化の過程は,大きく分けて初期・中期・後期の三つの過程に分けられることが示
 唆された。初期過程では主に柔細胞の脱分化に関連した事象が起こり,後期過程では管状要素分
 化に特徴的な二次細胞壁の形成や自己分解といった形態的変化に関連した事象が起こる。そして,
 中期過程では,初期過程から後期過程への移行に関連した事象が起こると考えられている。初期
 過程と後期過程は,比較的解析が進んでいるが,中期過程に関する知見はほとんどなく,管状要
 素分化の全体像の理解は遅れたままであった。そこで本研究では,管状要素分化の中期過程を解
 明することを目的とし,まず中期過程で管状要素分化に関連して発現する遺伝子を単離し,得ら
 れた遺伝子の発現・機能を調べることにより中期過程を解析した・
 第一章ヒャクニチソウ単離葉肉細胞の管状要素分化過程で強く発現する遺伝子の
 cDNAの単離と解析
 invitro管状要素分化の中期過程を解析するための分子マーカーとなる遺伝子の単離を試みた。
 材料としては,ヒャクニチソウ単離葉肉細胞の管状要素分化系を用いた。分化誘導条件で48時間
 培養した(形態形成直前の)細胞を用いてcDNAライブラリーを作製した。このライブラリー
 をもとにおよそ45,000プラークに対してdifferent量alscreen1ngを行い,コントロール細胞に比べ
 て,分化誘導条件で培養した細胞に強く発現するmRNAのcDNAクローン(TED1～TED5)
 を単離した。これらTED1からTE王)5のcDNAクローンは,それぞれ1.7,L2,1.5,0.6,1.2kb
 のcDNAを含んでいた。これらのcDNAをプローブとしてノーザン解析を行ったところ,それ
 ぞれ,2.7,L2,L5,0.6,1.2kbのmRNAに対応することが分かった。次に,それぞれのcDNA
 の塩基配列を決定し,ホモロジー検索を行ったところ,以下のことが明らかになった。TED1は,
 ミトコンドリアのF1-ATPaseα一サブユニットをコードしていた。ヒャクニチソウ葉肉細胞の
 管状要素分化過程において,ミトコンドリア数が急速に増加するという報告があり,TEDlmRNA
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 量の増加は,分化過程にあるヒャクニチソウ細胞中でのミトコンドリア数の増加を反映している
 ものと考えられた。TED2とTED5のcDNAはほぼ同じ配列をしており,同一のタンパク質を
 コードしていると考えられた。そこでTED2cDNAの全長の塩基配列を決定したところ,TED
 2は,疎水性のアミノ酸を56%含み,推定分子量35.lkDのタンパク質をコードしていることが
 明らかとなった。ホモロジー検索を行ったところ,TED2は,モルモットのゼータクリスタリン
 とよく似ており,数種類のアルコール脱水素酵素の配列とも部分的に似ていることが分かった。
 ゼータクリスタリンは,水晶体特異的タンパク質として同定されたタンパク質であるが,近年の
 解析からNADPHとキノンを基質とした酸化還元活性を有することが明らかになっている。こ
 のことは,TED2タンパク質がある種の酸化還元活性を持つ酵素タンパク質である可能性を示唆
 している。TED3は,15回のAsn-Gly-Tyrというアミノ酸の繰り返しと,23アミノ酸残基からな
 る繰り返し配列を3ヵ所に含む,推定分子量36.4kDの親水性のタンパク質をコードしていた。
 TED3タンパク質の配列は,細胞壁の構造タンパク質であるグリシンリッチプロテインの部分配
 列と似た特徴があり,TED3タンパク質は,新しい種類の細胞壁タンパク質であることが予想さ
 れた。また,TED3タンパク質はワタの綿繊維に特異的なcDNAクローン(pCKE6)がコード
 するタンパク質とも部分的に類似していた。TED4は,アミノ末端に膜への移行シグナルをもつ
 10kDのタンパク質をコードしていた。また,ホモロジー検索により,オオムギの糊粉層に特異
 的な遺伝子(B11E)とよく似ていることが明らかになった。B11Eは,非特異的脂質輸送タンパ
 ク質のカテゴリーに含まれるタンパク質をコードしていることが報告されており,TED4タンパ
 ク質が,管状要素分化過程で非特異的脂質輸送タンパク質として働く可能性を示唆している。
 第二章RNAゲルプロットおよびinsituハイブリダイゼーションによるTED2,
 TED3,TED4転写産物の維管束組織分化過程での発現解析
 TED2,TED3,TED4のmRNAの発現を,ヒャクニチソウ葉肉細胞に対するRNAゲルブ
 ロットハイブリダイゼーションにより調べた。いくつかのホルモン条件で培養したヒャクニチソ
 ウ葉肉細胞での発現を調べたところ,いずれのクローンに対応するmRNAも,単一の植物ホル
 モンでは誘導されず,管状要素分化に関連して発現することが明らかとなった。更に,培養過程
 における発現を調べたところ,これら遺伝子は二次壁肥厚開始の12時間以上前から発現し,その
 順番は,TED2,TED4,TED3であることが明らかとなった。以上の結果は,TED2～4が
 管状要素分化の中期過程のマーカーとなりうるものであることを示している。
 次に,播種後二日目のヒャクニチソウ芽生えにおける組織内でのTED遺伝子のmRNAの発現
 をinsi七uハイブリダイゼーションによって解析した。その結果,これらTED遺伝子のmRNA
 は維管束組織に限って,しかも,それぞれが異なったパターンで発現することが明らかとなった。
 TED3mRNAは管状要素に分化しっっある木部細胞で特異的に発現し,表皮,内鞘,分裂細胞
 など他の細胞では発現しなかった。TED4mRNAの発現は,未成熟な木部細胞に強く,木部組
 織中ではTED3よりやや広い領域に検出された。このことは,TED4がTED3より木部分化の
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 早い時期に発現することを示唆している。それに対して,TED2は必ずしも木部細胞に限った発
 現様式を示さなかった。子葉におけるTED2の発現は,主脈の木部,師部にはみられず,主脈の
 維管束のすぐ外側の領域(後に側脈の維管束が形成されると考えられる)にのみみられた。根端
 においては,TED2mRNAは原形成層に強く発現し,根の他の部分では,未成熟な木部と未成
 熟な師部で発現した。これらのことから,組織内で,分裂組織から原形成層が形成され,そこか
 ら木部,さらには道管が形成されてくる過程で,TED2は原形成層形成時に,TED4は木部形成
 過程で,TED3は道管形成過程というように,順次発現する事が示された。このようなTED2,
 TED4,TED3という組織内での発現の順番は,培養系での発現と一致しており,invitroでの
 管状要素分化の中期過程が,invivoでの維管束分化の過程とよく似ていることが示唆された。
 第三章維管束分化過程におけるTED2タンパク質の発現と機能の解析
 前章までに,TED2,TED3,TED4のmRNAは,培養細胞,組織内ともに管状要素分化に
 深く関連して発現することが明らかにされた。そこで本章では,タンパク質レベルでの発現と機
 能を知る手始めとして,TED2タンパク質に着目して解析を進めた。まず,TED2cDNAをもと
 に大腸菌内でTED2タンパク質を発現させ,そのタンパク質に対する抗体を作製した。この抗
 体を用いて,免疫学的手法によりTED2タンパク質の発現様式を解析した。
 ヒャクニチソウ細胞の培養過程におけるTED2タンパク質の発現様式は,TED2mRNAの発
 現様式とよく似ていた。すなわち,TED2タンパク質は形態的な変化に先立って蓄積が始まり,
 管状要素数の増加に伴ってその発現量が増大した。また,単一の植物ホルモンによって発現が誘
 導されるのではなく,管状要素分化に関連して発現した。この結果は,TED2タンパク質の発現
 が,TED2mRNAの発現に依存していることを示している。更に,培養細胞における発現を細
 胞レベルで解析したところ,TED2タンパク質は全ての細胞に発現するのではなく,管状要素に
 分化しつつある細胞を含む一部の細胞に発現することが明らかとなった。
 次に,ヒャクニチソウ植物体での発現を解析した。播種後二日目の芽生えでは,下胚軸と子葉
 の未成熟な道管においてのみ蓄積がみられた。更に,成長した植物体での発現を調べたところ,
 未成熟な道管以外に未成熟な師部繊維・木部繊維でも発現がみられたが,外皮・内皮・皮層など
 他の組織では発現がみられなかった。この結果は,TED2タンパク質が維管束組織中の道管と師
 部繊維及び木部繊維の分化に共通した過程に関連して発現することを示唆している。
 TED2タンパク質の機能を解明する第一歩として,TED2タンパク質のいくつかの性質を解
 析した。TED2タンパク質のアミノ酸配列と類似した配列をもつゼ一夕クリスタリンは,NADPH
 に結合し,NADPH二quinone酸化還元活性を持つことが知られている。そこで,TED2タンパク
 質も同様な性質を持つかどうか調べたところ,TED2タンパク質は,NADPHに結合するものの,
 NADPH:quinone酸化還元活性は持たないことが明らかとなった。このように,TED2タンパク
 質は,NADPHに結合するが,ゼ一夕クリスタリンとは異なる機能を持つことが明らかとなった。
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終章
 本研究は,invitro管状要素分化の中期過程を明らかにすることを目的として行ったものであ
 る。この目的のために,中期過程で分化に関連して強く発現する遺伝子を単離し,その遺伝子の
 invitroおよびinv墨voでの発現を詳細に解析した。その結果,invitroでの中期過程の遺伝子
 発現が,invivoでの原形成層の細胞から管状要素に特徴的な形態形成を始める前までの遺伝子
 発現とよく似ていることが示された。これにより,invitro管状要素分化の中期過程は,inv圭vo
 における原形成層から管状要素への分化過程を反映していることが示唆された。今後,TED遺
 伝子について更に詳細な解析を行うことにより,管状要素分化の中期過程,ひいては,植物内で
 の木部細胞の発生の仕組みが解明されていくものと期待される。また,invitroで単離した遺伝
 子を用いてinvitro及びinvivoの管状要素分化を解析するという本研究でとったアプローチは,
 管状要素分化の研究に大変有効であることが示され,今後同様な方法で分化の他のステージの解
 析を行うことにより,管状要素分化の様々なステージでの分化の仕組みが明らかにされるものと
 考えられる。
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 論文審査の結果の要旨
 本論文は,ヒャクニチソウ単離葉肉細胞の管状要素分化実験系を用いて,invitro管状要素分
 化の二次壁形成や自己分解などの形態形成に先立っ中期過程に発現する遺伝子のinvitro及び
 invivoにおける発現と機能を解析することによって,中期過程を明らかにすることを目的とし
 て行ったものである。
 筆者は,ヒャクニチソウ単離葉肉細胞の管状要素分化過程の形態形成に先立っ中期過程に強く
 発現する遺伝子の単離を試み,TEDlからTED5と名付けた五つのcDNAクローンを得て,TED
 1がミトコンドリアのF1-ATPaseα一サブユニットをコードしていること,TED2とTED5の
 cDNAはほぼ同じ配列をしており,同一のタンパク質をコードしており,モルモットの水晶体特
 異的なゼ一夕クリスタリンの配列とアルコール脱水素酵素の部分配列と似ていること,TED3の
 配列が細胞壁の構造タンパク質であるグリシンリッチプロテインの部分配列及びワタの綿繊維に
 特異的なcDNAクローン(pCKE6)がコードするタンパク質の部分配列と類似していること,
 TED4がオオムギの糊粉層に特異的な遺伝子(B11E)とよく似ていることを示した。
 次に,TED2,TED3,TED4のmRNAのヒャクニチソウ葉肉細胞における発現を調べ,い
 ずれのクローンに対応するmRNAも管状要素分化に関連して発現することを明らかにし,更に,
 培養過程において,これら遺伝子が二次壁肥厚開始の12時間以上前から発現し,その順番がTED
 2,TED4,TED3であることを明らかにした。次に,播種後二日目のヒャクニチソウ芽生え
 における組織内でのTED遺伝子のmRNAの発現を解析し,TED3mRNAが管状要素に分化し
 つつある木部細胞で特異的に発現し,TED4mRNAの発現が主に未成熟な木部細胞に強く,TED
 2が原形成層・未成熟な木部。未成熟な師部で発現することを示した。これらのことから,維管
 束組織内で,原形成層から道管が形成される過程で,TED2が原形成層から木部への分化過程に,
 TED4が木部形成過程に,TED3が道管形成過程に,というように順次発現する事を示し,「in
 vi七roでの管状要素分化の中期過程が,inviVOでの維管束分化の過程を反映している」という仮
 説を提唱した。次に,タンパク質レベルでの発現と機能を知るために,TED2タンパク質に着
 目して解析を進めた。そして,ヒャクニチソウ細胞の培養過程におけるTED2タンパク質の発
 現がTED2mRNAの発現とよく似ていること,ヒャクニチソウ植物体での発現が維管束組織中
 の道管と師部繊維及び木部繊維の分化に関連していることを示した。更に,TED2タンパク質の
 性質を解析し,TED2タンパク質がNADPHに結合する性質をもつことを明らかにした。
 ここに得られた結果の多くは新知見であり,いずれもこの分野の研究の進展に重要な示唆を与
 えるものであり,かっ本人が自立して研究活動を行うのに十分な高度の研究能力と学識を有する
 ことを示すものである。よって,出村拓提出の論文は博士(理学)の学位論文として合格と認め
 る。
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